Experimental studies on the mode of action of cyclosporine and FK506 assessed by proliferation response of human cloned T lymphocytes by 松浦, 健 et al.
Title新しい免疫抑制剤の作用形式の検討
Author(s)
松浦, 健; 禰宜田, 正志; 池上, 雅久; 今西, 正昭; 西岡, 伯; 石
井, 徳味; 植村, 匡志; 国方, 聖司; 神田, 英憲; 秋山, 隆弘; 栗
田, 孝




Type Departmental Bulletin Paper
Textversionpublisher
Kyoto University
泌 尿 紀 要 　37:1141-1145,1991 1141
新しい免疫抑制剤の作用形式の検討
　　 近畿大学医学部泌尿器科学教室主任:栗田　孝教授)
松浦　　健,禰 亘田正志,池 上　雅久,今 西　正昭
西岡　　伯,石 井　徳味,植 村　匡志,国 方　聖司
　　　 神 田　英憲,秋 山　隆弘,栗 田　　孝
   EXPERIMENTAL STUDIES ON THE MODE OF ACTION 
OF CYCLOSPORINE AND FK 506 ASSESSED BY PROLIFERATION 
    RESPONSE OF HUMAN CLONED T LYMPHOCYTES
Takeshi Matsuura, Masashi Negita, Masahisa Ikegami, 
 Masaaki Imanishi, Tsukasa Nishioka, Tokumi Ishii, 
 Tadashi Uemura, Seiji Kunikata, Hidenori Kanda, 
      Takahiro Akiyama and Takashi Kurita
From the Department of Urology, Kinki University School fMedicine
   We applied cloned human T lymphocytes established in our laboratory to evaluate the mode 
of action of Cyclosporine  (CsA) and FK506. Phenotypic and functional analysis led us to con-
clude that HTL403 was a helper T cell clone and HTL805 a cytotoxic one. Susceptibility of HTL-
403 to the immunosuppressants demonstrated that alloantigen-driven proliferative response can 
recover to the rIL2-driven level by the addition of rIL2 at higher concentration of the agents. 
Although full recovery was not observed in FK506, this finding indicated that FK506 as well as 
CsA inhibit IL2 secretion from HTL403. FK506 showed remarkable suppressive effect on the 
proliferative response of HTL-805 even at a considerably low concentration, while CsA suppressed 
such a response dose-dependently. We concluded that FK506 can be used to reverse ongoing 
acute rejection as well as to prevent acute rejection.
(Acta Urol. Jpn. 37: 1141-1145, 1991)




















使 用 した リ ソパ球 は ヒ ト末梢 血 よ りFicoll-Paque
(PharmaciaFineChemicals)を用 い て分 離 し,培
養液(RPMIl640)で 十 分 洗 浄 し た,刺 激細 胞 は
mitomycinC(MMC)で37℃,20分間 処 理 後 洗 浄 し
て使 用 した,
2,クR一 ン化T細 胞
リソパ球 混 合 培 養(MLC)は 先ずL5×106/m1の





用 い て培 養 した.10日 後 に ア ロ細 胞 で 再 刺激 し,さ ら
に2日 後 よ りrecombinantinterleukin2(rIL2)1
u/m1を含 む 培 養液 中 で細 胞 を2～3週 間 増 殖 させ た.
ク ロー ニ ン グは 限 界希 釈 法 で 行 った .す なわ ち1.0×
105/wellのフ ィー ダー細 胞 を含 むmicrotestplate中
Yom,増殖 させ た リ ソパ 球 が0。5～1個/we11とな る よ う
に 分 注 し,rlL2を 含 む 培 養液 中 で培 養 した .7～10
日後 に増 殖 を 示 す ク ロー ンを さ らに 大 きなwellへ う
つ し,良 好 に 増 殖 す る ク ロー ンの う ち2種(HTL-
403,HTL805)の性 質 を 検 討 した ,
3.クR一 ン化T細 胞 の性 質
クR一 ン化T細 胞 の表 面 抗 原 は,OKT4,8(Or
thoDiagnosticSystemInc.),Leu8,15(Becton
DickinsonImmunocytometrySystems)と家 兎補
体 を用 いた 細 胞 障 害 試 験 で検 討 した.
ア ロ細 胞,rlL2刺 激 に よる反 応 性 は,ク ロー ソ化
T細 胞 をMMG処 理 アR細 胞 あ るい はrIL2で48時
間刺 激 して 検 討 した.培 養 終 了18時 間 前 に1μCi/
wellのmethyl-3H-thymidine(3H-TdR:NewEn-
glandNuclear)を添 加 し,31-1-TdR取り込 み を 液
体 シ ンチ レー シ 。 ン カ ウ ン タ ー で測 定 した.実 験 は
quadruplicationで行 っ た.
ま た,細 胞 障 害 能 は,3日 間ConA刺 激 後51Cr
(DuPontCo.BiotechnologySystems)で標 識 した
標 的 細 胞 と ク ロー ソ化T細 胞 を4時 間 反 応 させ(EIT
=5/D培 養 上 清 中 のs'Crを 測 定 した.
ク ロー ン化T細 胞 のIL2産 生 能 は,ア ロ抗 原 刺 激
時 の 培 養 上 清 中IL2濃 度 を 経 時 的 にRIA2抗 体 法
で 測定 した.
4.クR一 ソ化T細 胞 の 免 疫 抑 制 剤 感 受 性
ク ロー ソ化T細 胞 を ア ロ細 胞,rIL2あ る い は 両者
で刺 激 し,種 々の 濃 度 の 免 疫 抑 制 剤(CsA,FK506)
に対 す る感 受 性 を,48時 間 培 養 後 のsH-TdR取 り込






































Fig.1.左=クR一 ン化T細 胞 の ア ロ細 胞 障 害 能 .右:HTL403のIL2産 生 能 .
生 能 の結 果 をFig.1に 示 す.
HTL403は細 胞 障 害能 を示 さず,HTL805は ア ロ
細 胞 に対 して38.1%0の細 胞 障 害 能 を認 めた.HTL403
を ア ロ刺 激 した時 の培 養 上 清 中 のIL2濃 度 は24時間
後 に 最 高値(2.6u/ml)を示 し,HTL403はIL2を
分 泌 す る こ とが 確 か め られ た,
そ の他 の性 質 も含 め たHTL403,1-ITL805の諸 性
質 をTablelに 示 す.
ア ロ刺11対 して 両 クR一 ン と も増 殖 反 応 を 示 す
が,HTL403が 良 く反 応 した.HTL403の 増 慰 こは











































































































Fig・3・HTL805のCsA(左),FK506(右)に 対 す る 感 受 性 .HTL805;1.4×104
cells/we11,刺激:ア ロ細 胞;2×lo5ce11s/well十rlL2;1u/m1(○),rlL2;l
u/ml(●)










HTL403はFK506で も同 様 の反 応 が み られ た が,
rIL2刺激 に よる反 応 は 高 濃 度 のFK506で も抑制 は
軽 度 で あ った.ま た,ア ロ刺 激 時 のFK506に よ る反
応 抑 制 はrIL2添 加 に よ り,FK506高 濃 度 域 で 回 復
した が,CsAと 異 な りrIL2単 独刺 激 の水 準 まで に
は 回 復 しな か った(Fig.2).
HTL805のCsAに 対 す る感 受 性 を 検 討 す る と,
rIL2単独 お よび ア ロ,rIL2同 時 刺激 に よ る反 応 は



































































今回の検討では述べなかったが,や は り最近 日本で
開発されたdeoxyspergualin(DSG)も急性拒絶反
応の治療薬 として注 目され ている.DSGのMLC




も抑制 しなかったこと,2次MLCを 抑制 しなかっ
たことなどから,DSGは 分化 しつつあるCTLを 抑
制 している可能性が考えられている13).これは,拒絶
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投 与 法 の 経 験 一 他 剤 群 と の 比 較 お よ びmizoribi-
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